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Solvay Pharmaceuticals GmbH 
30173 Hannover 

Verfahren zur Gewinnung eines an nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen abge- 
reicherten natiirlichen Gemisches konjugierter equiner Ostrogene 

Beschreibung 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Gewinnung eines natOrlichen Gemisches 
konjugierter equiner Ostrogene, welches an nicht-konjugierten lipophilen Verbindun- 
gen aus der Gruppe umfassend nicht-konjugierte Flavonoide, nicht-konjugierte Iso- 
flavonoide, nicht-konjugierte Norisoprenoide, nicht-konjugierte Steroide, insbesonde- 
re Androstan- und Pregnan-Steroide, und vergleichbare nicht-konjugierte Verbindun- 
gen, abgereichert ist 

Ostrogene werden in der Medizin zur Honmonsubstitutionstherapie eingesetzt. 
Insbesondere werden Ostrogengemische zur Behandlung und Prophylaxe der, bet 
Frauen auftretenden Beschwerden der Wechseljahre nach naturlicher oder artifiziel- 
ler Menopause eingesetzt- Hierbei haben sich naturliche Gemische konjugierter Os- 
trogene, wie sie im Harn trachtiger Stuten vorliegen, im folgenden als naturliche 
Gemische konjugierter equiner Ostrogene bezeichnet, als besonders wirksam und 
gut vertragtich erwiesen. 

Der geloste Feststoffgehalt im Harn trachtiger Stuten (= pregnant mares uri- 
ne, im folgenden abgekQrzt als "PMU") kann naturlicherweise in weiten Bereichen 
schwanken und im allgemeinen in einem Bereich von 40 bis 90 g Trockensubstanz 
pro Liter liegen. Neben Harnstoff und sonstigen ublichen Haminhaltsstoffen sind in 
dem Feststoffgehalt des PMU phenolische Bestandteile in Mengen von ca. 2 bis 5 
Gew.-% bezogen auf die Trockensubstanz enthalten. Unter diesen phenolischen Be- 
standteilen befinden sich Kresole und das als HPMF bekannte Dihydro~3,4-bis[(3- 
hydroxyphenyl)methyl]-2(3H)-furanon. Diese konnen in fr ier Oder konjugierter Form 
vorliegen. In dem PMU ist in naturliches Gemisch von Ostrogenen enthalten, wel- 
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ches weitgeh nd in konjugierter Form, z. B. als Schwefelsaurehalbester-Natriumsalz 
(im folgenden abgekurzt als "Sulfatsaiz"), vorliegt. D r Gehalt an konjugierten Ostro- 
genen (berechnet als Ostrogensulfatsalz) kann zwischen 0,3 und 1 Gew.-% bezogen 
auf die Trockensubstanz betragen. Zusatzlich kfinnen im Feststoff gehalt des PMU 
weitere lipophiie Verbindungen vorliegen, deren Mengen in weiten Bereichen 
schwanken konnen und nicht vorhersehbar sind. Diese lipophilen Verbindungen 
stammen uberwiegend aus den von den trachtigen Stuten als Nahrung aufgenom- 
men Pflanzen und umfassen vor allem verschiedene Flavonoid-, Isoflavonoid-, Nori- 
soprenoid-Derivate und vergleichbare Verbindungen, wie beispielsweise Formono- 
netin, Genistein, Daidzein, Biochanin A, Equol und Coumestroh Diese lipophilen 
Verbindungen ursprOngiich pflanziicher Herkunft konnen im Harn in konjugierter oder 
in frefer (nicht konjugierter) Form vorliegen. Zu den, im Feststoff gehalt des PMU 
weiterhin vorkommenden lipophilen Bestandteilen zahlen auch nicht-konjugierte Ste- 
roid-Derivate, hier seinen insbesondere die Androstan- und Pregnan-Steroide, aber 
auch nicht-konjugierte Ostrogen-Derivate genannt. 

Naturliche Gemische konjugierter Ostrogene enthaltende Extrakte werden ub- 
iicherweise entweder mittels eines Festphasen-Extraktionsverfahren oder durch ein 
Verfahren gewonnen, das auf verschiedenen Flussig-Flussig-Extraktionsschritten rnit 
polaren, mit Wasser nicht oder nur wenig mischbaren organischen Lasemitteln ba- 
siert. Allgemein gilt, dass das gewonnene naturliche Gemisch konjugierter Ostroge- 
ne, urn als Wirkstoffkomponente for Pharmazeutika verwendet werden zu konnen, 
bestimmte pharmazeutische Spezifikationen erfullen muss, beispielsweise muss es 
der in der USP (United States Pharmacopeia) oder European Pharmacopeia festge- 
legten Spezifikation entsprechen. So rnussen hinsichtlich des Gehalts an konjugier- 
ten Ostrogenen bezogen auf die Trockensubstanz bestimmte Grenzwerte eingehal- 
ten werden. 

Die US Patente No. 2,551,205 und No. 2,429,398 beschreiben ein Verfahren 
zur Herstellung einer wasser-loslichen Ostrogen-Praparation aus PMU, bet dern zu- 
nachst durch Adsorption an Aktivkohle oder andere geeignete Adsorbermaterialien, 
Elution mit einem mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittel, wie z. B. Pyri- 
din, und anschlieBende Entfernung des Losungsmittels ein wassriges Konzentrat 
erhalten wird, welches den groBten Teil der wasserloslichen Ostrogen-Bestandteiie 
d s ursprunglich eingesetzten PMUs enth&lt Wahrend im US Pat nt No. 2,429,398 
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das Konzentrat durch Extraktion mit Benzol und / Oder Ether weit r aufgereinigt wird, 
wird im US Patent No. 2,551 .205 beschrieben, dass das Konzentrat auf einen pH- 
Wert zwischen 2 und 6, vorzugsweise zwlschen 4 und 5, angesauert und dann 
schnell mit einem mit Wasser kaum mischbaren organischen Ldsungsmittel aus der 
Gruppe der aliphatischen, aromatischen oder alizyklischen Kohlenwasserstoffe (z. B. 
Hexan, Benzol, Toluol, Cyclohexan) oder der chlorierten Kohlenwasserstoffe (z. B. 
Chloroform, Ethylendichlorid, Trichlorethylen, Tetrachlorkohlenstoff, Chlorbenzol) 
extrahiert wird, um unerwQnschte Substanzen wie Fette, Ole, freie phenolische Be- 
standteile und die nicht-konjugierten Steroide durch OberfOhrung in die organische 
Phase abzutrennen. AbschlieBend wird die wassrige Phase durch Neutralisation sta- 
bilisiert. Das US Patent No. 2,551, 205 empfiehlt, den gewonnenen Extrakt durch 
nachfolgende Extraktionsschritte und Prazipitationen weiter aufzureinigen. Insge- 
samt wird nach Durchfuhrung des, im US Patent No. 2,551,205 beschriebenen Ver- 
fahrens nur eine Ausbeute von etwa 80% der Ostrogen-Bestandteile des eingesetz- 
ten Konzentrates erhalten. 

Im US Patent No. 2,565,115 wird die Extraktion der konjugierten Ostrogene 
aus PMU mit Aceton beschrieben. Ober die Reinheit der erhaltenen dstrogenf raktion 
wird keine Aussage gemacht. 

Das US Patent No. 2,696,265 beschrelbt ein Verfahren, in dem zunachst die 
Ostrogene mit einem aliphatischen Alkohol oder Keton, wie Hexanol, Cyclohexanol 
Oder Cyclohexanon, extrahiert werden. Die Ostrogene treten in die organische Phase 
Ober und werden anschlieBend weiter aufgereinigt. u.a. wird eine die Ostrogene ent- 
haltende wassrige Phase mit Salzsaure auf einen pH-Wert von 4 eingestellt und mit 
Ethylendichlorid extrahiert. 

Im US Patent Nr. 2,834,712 wird ein Verfahren zur Herstetlung von Ostrogen- 
gemischen signifikanter Reinheit und geringer ToxizitSt offenbart. das auf einer Viel- 
zahl einzelner Extraktionsschritte mit unterschiedlichen L6sungsmitteln und bei Ein- 
stellung verschledener pH-Werte beruht. Dabei finden groBe Volumina an Losungs- 
mitteln wie Hexan und Benzol Verwendung. So wird z. B. in einem Schritt ein bereits 
aufgereinigtes Konzentrat in Wasser gelost, mit Salzsaure auf einen pH-Wert von 
circa 5.0 eingestellt und mit Benzol und anschlieBend mit Ether extrahiert, um die 
ph nolischen Bestandteile abzutrennen. 
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Di internationale Patentanmeldung WO 01/27134 beschreibt ein vergleichs- 
weise einfaches Verfahren, urn konjugierte Ostrogene aus PMU zu extrahieren: Nach 
Zugabe ernes Salzes, wie z. B. Natriumchlorid, wird der PMU mit mindestens dem 
gleichen Volumenanteil eines organischen Losungsmittels, wie z. B. Ethylacetat, ex- 
trahiett, dabei treten die konjugierten Ostrogene in die organische Phase Ober. Die 
organische Phase wird abgetrennt und getrocknet, um den Extrakt zu erhalten. In 
der WO 01/27134 werden keine Aussagen uber die Reinheit des erhaltenen Extrak- 
tes konjugferter Ostrogene gemacht. 

Bei den vorstehend beschriebenen und aus dem Stand der Technik bekann- 
ten Flussig-Flussig-Extraktlonsverfahren treten jedoch eine Vielzahl von Problemen, 
wie starke Schaumbildung, Sedimentbildung, Emulsionsbildung und schlechte Pha- 
sentrennung auf. Es werden im allgemeinen mehrere Extraktionsschritte benotigt, 
was zu Verlusten und nur teilweisen Gewinnung des Ostrogengehaltes fuhrt. Weiter- 
hin erfordern diese Extraktionsverfahren grofle Volumina an zum Teil gesundheits- 
schadlichen Losungsmitteln. Weiterhin werden in den oben angefuhrten Patent- 
schriften weder uber den Gehalt an nicht-konjugierten lipophilen Bestandteilen, wie 
beispielsweise nicht-konjugierte Flavonoid-, Isoflavonoid-, Norisoprenoid-Derivate 
und vergleichbare nicht-konjugierte Verbindungen, oder auch nicht-konjugierte Ste- 
roide, insbesondere Androstan- und Pregnan-Steroide, in den erhaltenen Produkten 
noch uber eine Abtrennung dieser Bestandteile Aussagen gemacht. Diese aus dem 
Stand der Technik bekannten Verfahren liefern entweder keine zufriedenstellenden 
Ergebnisse hinsichtlich der Ausbeute oder hinsichtlich der Reinheit des erhaltenen 
Extraktes, gemessen am erhaltenen Gesamthormongehalt bezogen auf die Trocken- 
substanz, Oder sie beruhen auf einer Vielzahl verschiedener Verfahrensschritte und 
der Verwendung groSer Volumina organischer und z. T. sogar aus toxikologischer 
Sicht unerwunschter Losungsmittel. 

Weiterhin sind aus dem Stand der Technik verschiedene Festphasen- 
Extraktionsverfahren bekannt, um ein, an phenolischen Harninhaltsstoffen weitge- 
hend abgereichertes, natGrliches Gemisch konjugierter equiner Ostrogene zu gewin- 
nen. So beschreibt die internationale Patentanmeldung WO 98/08526 ein Verfahren, 
mit welchem in einer Festphasen-Extraktion an einem semipolaren, insbesondere an 
ein m nichtionischen semipolaren, polymeren Adsorberharz ein, an phenolischen 
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Harninhaltsstoffen abgereichertes, weitg hend Kr sol- und HPMF-freies. den natiirli- 
chen Ostrogen-Gehalt des PMU praktisch vollstandig enthaltendes Gemisch gewon- 
nen werden kanru In der internationalen Pat.ntanmeldung WO 98/08526 wird eln 
ahnliches Verfahren beschrieben, in dem bei der Festphasen-Extraktion Kieselgel 
als Adsorbermaterial zum Einsatz kommt. Auch die chinesische Patentanmeldung 
ON 1308083 beschreibt ein vergleichbares Verfahren, bei dem Cyanogruppen- 
haltige polare Adsorberharze verwendet werden. Die erhaltenen Extrakte eignen sich 
als Ausgangsmaterial fur die Hersteltung von Pharmazeutika, welche als Wirkstoff- 
komponente das natOrliche Gemisch konjugierter Ostrogene aus PMU enthalten. 

Die gestellten pharmazeutischen Spezifikationsanforderungen, belspielsweise 
die hinsichtlich des Gehalts an konjugierten Ostrogenen bezogen auf die Trocken- 
substanz einzuhaltenden Grenzwerte, werden normalerweise von den aus PMU ge- 
maB dem Verfahren der WO 98/08526 Oder dem Verfahren der WO 98/08525, ge- 
wonnenen Gemischen konjugierter Ostrogene erf Ollt Es hat sich aber herausgestellt, 
dass neben dem gewOnschten Gehalt an konjugierten Ostrogenen auch nicht- 
konjugierte lipophile Verbindungen in der gewonnenen Trockensubstanz enthalten 
sein konnen. Zu den nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen zahlen beispielswei- 
se verschiedene nicht-konjugierte Flavonoid-, Isoflavonoid-, Norisoprenoid-Derivate 
und vergleichbare nicht-konjugierte Verbindungen, wie beispieisweise Formononetin, 
Genistein, Daidzein, Btochanin A, Equol und Coumestrol, aber auch nicht-konjugierte 
Steroide. insbesondere Androstan- und Pregnan-Steroide, und nicht-konjugierte Os- 
trogene, wobet diese Aufzahlung nicht als abschlieBend zu betrachten ist. Die Anwe- 
senheit der nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen im aus dem PMU gewonne- 
nen Gemisch konjugierter Ostrogene lasst sich nicht standardisieren, sondern so- 
wohl der Gehait als auch die Zusammensetzung der freien und der konjugierten li- 
pophilen Verbindungen variiert beispieisweise in Abhangigkeit von der aufgenomme- 
nen Nahrung der trachtigen Stuten, 

Zwar verandert sich die Zusammensetzung des naturlichen Gemisches an 
konjugierten equinen Ostrogenen durch die zusatzliche Anwesenheit der nicht- 
konjugierten lipophilen Verbindungen nicht, aber der Gehalt der konjugierten equinen 
Ostrogene bezogen auf die Trockensubstanz kann vermindert sein. Durch eine ge- 
zielte Abtrennung der nicht-konjugierten lipophilen Bestandteile konnte eine hdhere 
Konzentration der Wirksubstanzen, d.h. der konjugierten equinen Ostrog n , im er- 
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haltenen Extrakt erreicht werden. Auch aus Grund n d r Arzneimitt Isicherheit kann 
es sinnvoll sein, die nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen abzutrenn n, um 
ein gleichmSBige Zusammensetzung einzeln r Extraktchargen zu gewahrteisten, da 
so die nicht-konjugierten lipophilen Bestandteile, deren Gehalt und Zusammenset- 
zung im PMU in Abhangfgkeit von der jahreszeitlich wechselnden Art der aufgenom- 
menen Nahrung der trachtigen Stuten variieren kann, eliminiert werden, und damit 
die erhaltenen Extrakte alle einen vergleichbaren Gehalt konjugierter equiner Ostro- 
gene bezogen auf die Trockensubstanz aufweisen wurden. Weiterhin kann eine Ab- 
trennung der nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen vorteithaft sein, um ein 
gleichmaSiges physiologisches Wirkungsspektrum zu erzielen. Beispielsweise kann 
es sinnvoll sein, gegebenenfalls anwesende, nicht-konjugierte lipophile Verbindun- 
gen, die moglicherweise selbst eine unerwunschte physiologische Wirkung besitzen 
konnen, aus dem natiirlichen Gemisch konjugierter equiner Ostrogene abzutrennen. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, ein technisch und wirt- 
schaftlich optimales Verfahren zur Gewinnung eines naturlichen Gemisches konju- 
gierter equiner Ostrogene zu entwickeln, wobei das Gemisch an nicht-konjugierten 
lipophilen Verbindungen, insbesondere an nicht-konjugierten Flavonoid-, Isoflavo- 
noid- und Norisoprenoid-Derivaten weitgehend abgereichert ist. Insbesondere ist es 
die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ein solches Verfahren zu entwickeln, bei 
dem nur geringe Mengen nicht gesundheitsschadlicher Losungsmittel eingesetzt 
werden. Weiterhin soli ein Verfahren entwickelt werden, das nur auf wenigen Verfah- 
rensschritten beruht und dabel einen Extrakt konjugierter equiner Ostrogene liefert, 
welcher einen vergleichsweise hohen Gehalt an konjugierten Ostrogenen bezogen 
auf die Trockensubstanz aufweist. Weiterhin soil es mit dem Verfahren der vorlie- 
genden Erfindung auf efnfache Weise moglich sein, ein bereits an phenolischen 
Harninhaltstoffen abgereichtes Gemisch konjugierter Ostrogene aus dem Harn 
trachtiger Stuten, Welches wechselnde und gegebenenfalls erhohte Mengen an 
nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen enthalten kann, so zu behandeln, dass 
das mit der vorliegenden Erfindung gewonnene naturliche Gemisch konjugierter 
equiner Ostrogene gute Wirkstoffgehalte aufweist und die geforderten pharmazeuti- 
schen Spezifikationen erfullt, insbesondere soil es die erforderlichen Grenzwerte 
hinsichtlich des Gehalts an konjugierten Ostrogenen bezogen auf die Trockensub- 
stanz einhalten. 
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Es wurde nun in Verfahren gefunden, mit wetchem auf Gberraschend einfa- 
che Weise in Gemisch konjugierter equiner Ostrogene auch aus einem wechselnde 
und gegebenenfalls erhdhte Mengen an nicht-k njugiert n lipophilen Verbindungen 
aufweisenden PMU gewonnenen werden kann, wobei das gewonnene Gemisch 
konjugierter equiner Ostrogene an nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen, ins- 
besondere an nicht-konjugierten Flavonoid-, Isoflavonoid- und Norisoprenoid- 
Derivaten weitgehend abgereichert ist. Insbesondere kann das erfindungsgemaSe 
Verfahren Anwendung finden auf ein bereits an phenolischen Harninhaltstoffen ab- 
gereichtes Gemisch konjugierter Ostrogene aus dem Ham trachtiger Stuten. so dass 
mit dem Verfahren ein Gemisch konjugierter equiner 6strogene gewonnen wird, wel- 
ches sine hohe Produktqualrtat aufweist und die Anforderungen der pharmazeuti- 
schen Spezifikation. insbesondere auch im Hinblick auf die einzuhaltenden Grenz- 
werte hinsichtlich des Gehalts an konjugierten Ostrogenen bezogen auf die Trocken- 
substanz, sicher erf Qllt. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Gewinnung eines naturlichen Gemi- 
sches konjugierter equiner Ostrogene, dadurch gekennzeichnet, dass das gewonne- 
ne Gemisch abgereichert ist an nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen aus der 
Gruppe umfassend nicht-konjugierte Ravonoide, nicht-konjugierte Isoflavonoide, 
nicht-konjugierte Norisoprenoide. nicht-konjugierte Steroide, insbesondere Andro- 
stan- und Pregnan-Steroide. und vergleichbare nicht-konjugierte Verbindungen, und 
! dass das Verfahren sich dadurch auszeichnet, dass man 

a) eine wassrige Ausgangsphase ausgewahlt aus der Gruppe umfassend 

(i) ein Konzentrat einer HarnflGssigkeit, 

(ii) ein, gegebenenfalls durch Filtration vorgereinigtes Harnkonzentrat, 

(iii) eine wassrige Losung eines an phenolischen Harninhaltsstoffen be- 
reits abgereicherten naturlichen Gemisches konjugierter Ostrogene 
aus dem Harn trachtiger Stuten, und 

(iv) ein wassriges Konzentrat eines an phenolischen Harninhaltsstoffen 
bereits abgereicherten naturlichen Gemisches konjugierter Ostroge- 
ne aus dem Ham trachtiger Stuten, 

einer Flussig-FlOssig Extraktion mit einer ausreichenden Menge eines Ex- 
traktionsmittels unterwirft, welches ein, fur die Extraktion von nicht- 
konjugierten lipophilen Verbindungen aus oben angegebener Gruppe ge- 
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ignetes, mit Wasser nicht oder kaum mischbares polares organ isches Ld- 
sungsmittel darstellt, und im Anschluss die wassrige Phas abtr nnt f und 

b) gegebenenfalls mit der erhaltenen wassrigen Phase den Verfahrensschritt 
(a) wiederholt, und 

c) eine das naturliche Gemisch konjugierter Ostrogene enthaltende wassrige 
Phase gewinnt und diese gegebenenfalls einengt. 



Fur das erfindungsgernaBe Verfahren konnen als wassrige Ausgangsphase 
ein aus dem PMU durch Einengen gewonnenes Konzentrat oder ein aus dem PMU 
gewonnenes Konzentrat, welches durch Filtration oder vergleichbare Verfahren be- 
reits vorgereinigt wurde, eingesetzt werden. Der gesammelte Ham (PMU) wird zu- 
nachst auf an sich bekannte Weise von Schleim- und Feststoffen befreit. ZweckmS- 
Gig lasst man Fest- und Schleimstoffe absetzen und trennt diese dann nach an sich 
bekannten Trennungsmethoden, beispielsweise Dekantieren, Separieren und/oder 
Filtrieren ab. So kann der PMU beispielsweise Qber eine an sich bekannte Trennein- 
richtung, z. B. einen Separator, eine Filtrationsanlage oder einen Sedimentator ge- 
leitet werden, Als Trenneinrichtung kann z. B. ein Sandbett dienen, oder es konnen 
handelsQbliche Separatoren, z. B* DGsen- oder Kammerseparatoren, eingesetzt wer- 
den. Gewunschtenfalls konnen auch eine Mikrofiltrationsanlage oder eine Uitrafiltra- 
tionsanlage eingesetzt werden, bei deren Verwendung gleichzeitig eine weitgehende 
Keim- und Virenfreiheit des filtrierten PMU erreicht werden kann. 

GewQnschtenfalls konnen dem Harn bzw. dem Harnkonzentrat Konservie- 
rungsmittel, Germizide, Bakterizide und/oder Antihetmintika zugesetzt werden. 

Als vorgereinigtes Harnkonzentrat kann auch ein aufkonzentriertes PMU Re- 
tentat eingesetzt werden, welches aus dem PMU durch eine an sich bekannte Mem- 
branfiltration gewonnen werden kann. Der Feststoffgehalt des Retentates und des- 
sen Zusarnmensetzung konnen je nach dem eingesetzten PMU und der zur Mem- 
branfiltration verwendeten Membran, beispielsweise deren Porenweite, sowie den 
Bedrngungen der Filtration variieren. Beispielsweise kann bei Verwendung einer Na- 
nofiltrationsmembran eine nahezu verlustfreie Konzentration des 6strogengehaltes 
in dem PMU Retentat bei gleichzeitrger Entfernung von bis zu 50 Gew.% der nie- 
dermolekularen PMU Inhaltsstoffe erreicht werden. Fur das erfindungsgema&e Ver- 
fahren konnen PMU Retentate eingesetzt werden, welche bis zu einem Verhaltnis 
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von ca. 1:10, b ispielsweis einem Verhaltnis von ca. 1:7 aufk nzentriert wurden 
und deren Volumen somit bis auf ca. 1/10, beispielsweise ca. 1/7, des ursprungli- 
chen PMU Volumens eingeengt sein kann. 

Handelt es sich bei dem, als wassrige Ausgangsphase Verwendung findenden 
Konzentrat um ein etngeengtes Konzentrat des PMU Oder urn ein, beispielsweise 
durch Membranfiltration bereits vorgereinigtes PMU Konzentrat, dann kann das ge- 
wonnene Gemiseh konjugierter equiner Ostrogene, welches durch das erfindungs- 
gemaBe Verfahren an nicht-konjuglerten iipophilen Verbindungen abgereichert wor- 
den ist, sohon eine ausreichende Reinheit aufweisen, es kann aber moglicherweiee 
noch signifikante Mengen an phenolischen Haminhaltstoffen enthalten, die durch 
weitere Verfahrensschritte abgetrennt werden mussen. So kann mit der erhaltenen 
wassrigen Phase beispielsweise ein Verfahren durchgefuhrt werden, wie es in den 
international Patentanmeldungen WO 98/08526 und WO 98/08525 oder in der chi- 
nesischen Patentanmeldung CN 1308083 besehrieben worden und dem Fachmann 
somit aus diesen publizierten Patentanmeldungen gelaufig ist, um ein Produkt zu 
erhalten, welches auch im Hinblick auf den Gehalt an phenolischen Haminhaltsstof- 
fen den erforderiichen pharmazeutischen Spezifikationen fQr konjugierte Ostrogene 
geniigt. 

Weiterhin kann fOr das erfindungsgemSSe Verfahren als wassrige Ausgangs- 
phase eine wassrige Losung eines an phenolischen Harninhaltsstoffen bereits abge- 
reicherten natQrlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dem Harn trachtiger 
Stuten oder ein wassriges Konzentrat eines an phenolischen Harninhaltsstoffen be- 
reits abgereicherten natQrlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dem Ham 
trachtiger Stuten eingesetzt werden. Dlese wassrige Losung Oder dieses wassrige 
Konzentrat konnen durch ein Verfahren erhalten werden, wie es beispielsweise be- 
reits in den internatlonalen Patentanmeldungen WO 98/08526 und WO 98/08525 
oder in der chinesischen Patentanmeldung CN 1308083 besehrieben worden und 
dem Fachmann somit aus diesen publizierten Patentanmeldungen gelaufig ist. Der 
Inhalt dfeser WO 98/08526, WO 98/08525 und CN 1308083 wird zum Zwecke der 
Offenbarung auch zum Gegenstand der vorliegenden Anmeldung gemacht. Eine 
wassrige Losung oder ein wassriges Konzentrat eines an phenolischen Harninhalts- 
stoffen bereits abgereicherten natQrlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus 
dem Ham trachtiger Stuten kann auch das Produkt eines Flussig-FIOssig- 
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Extraktionsprozesses sein, wie er beispielsweise in der internationaJen Pat ntanm I- 
dung WO 01/27134 beschrieben wird. Die nach den in den vorstehenden Patentan- 
meldungen beschriebenen Verfahren erhaltenen wassrigen Losungen oder Konzen- 
trate konnen vor ihrer Verwendung im erfindungsgemaBen Verfahren auf an sich 
bekannte Weise, wie beispielsweise Destination, weiter eingeengt werden, urn ein 
weitgehend von organischem Losemittel bef reites Konzentrat zur erhalten. 

Die Verwendung einer wassrigen Losung eines an phenolischen Harninhalts- 
stoffen bereits abgereicherten natQrlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus 
dem Harn trachtiger Stuten oder eines wassrigen Konzentrats eines an phenolischen 
Harninhaltsstoffen bereits abgereicherten natQrlichen Gemisches konjugierter 6stro- 
gene aus dem Harn trachtiger stuten als wassrige Ausgangsphase ist im Rahmen 
dieser Erfindung als besonders bevorzugt anzusehen. 

ErfindungsgemaS wird im Verfahrensschritt (a) mit der oben naher bezeich- 
neten wassrigen Ausgangsphase eine Flussig-FlGssig-Extraktion mit einer ausrei- 
chenden Menge eines Extraktionsmittels durchgefuhrt, welches ein, mit Wasser nicht 
oder kaum mischbares und fur die Extraktion von nicht-konjugierten lipophilen Ver- 
bindungen, insbesondere von nicht-konjugierten Flavonoiden, nicht-konjugierten Iso- 
flavonoiden, nicht-konjugierten Norisoprenoiden und nicht-konjugierten Steroiden, 
geeignetes organisches L6sungsmittei darstellt. Weiterhin soil das organische L6- 
sungsmittel mit der wassrigen Ausgangsphase nicht oder nur kaum mischbar sein, 
wobei kaum mischbar bedeutet, dass in der wassrigen Phase maximal 6 Vol.% gelo- 
stes organisches Losungsmittels vorliegen. For diesen FIQssig-FIOssig- 
Extraktionsschritt wird typischerweise ein polares, mit Wasser nicht-mischbares or- 
ganisches Losungsmittel verwendet; grundsatzlich kann jedes polare Losungsmittel 
verwendet werden, sofern es die nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen aus der 
wassrigen Phase extrahiert. Fur die Extraktion von nicht-konjugierten lipophilen Ver- 
bindungen, insbesondere von nicht-konjugierten Flavonoiden, nicht-konjugierten Iso- 
flavonoiden, nicht-konjugierten Norisoprenoiden und nicht-konjugierten Steroiden, 
geeignet sind beispielsweise folgende polare LSsungsmittel mit 1 bis zu 10 C- 
Atomen, welche geradkettig, verzweigt oder zyklisch angeordnet sein konnen: C 4 -C, 0 
Alkoholen (wie beispielsweise Butanoi, Hexanol, Cyclohexanol und Pentanol), C2-C10 
veresterte SSuren <wie beispielsweise Ethylacetat (= Essigsaureethylester), Methyl- 
acetat, Propylacetat, Isopropylacetat, Butyfacetat, Amyiacetat, Ethyimethylmalonat, 
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Dimethylphosphonat, Butylac tat, Amylac tat), C3-C10 Aldehyde und C4-C10 Ketonen 
bzw. g n rel! C 3 -Ci 0 Alkoxy-Verbindungen (wie beispi Isweis Butanon, Pentanon, 
Hexan-2,4-dion, Hexandlal, Cyclohexancarbaldehyd, Butan-1 ,2,4-tricarbaldehyd, 
Methylphenylketon und ahnliche), CsrC 10 Ether (Diethylether, Methyl-tertiar- 
butylether), C 3 -C a Nitrilen, C 2 -C 9 Alkene, Ca-C 4 Alkane und d-Cg Halogenalkanen 
(Methylenchlorid), sowie Mischungen der vorgenannten Losungsmittel. Insbesondere 
konnen Essigsaure-Ci-Oalkylester, Hexanol, Diethylether, Methylenchlorid, Methyl- 
tertiar-butylether und Mischungen der vorgenannten Losungsmittel als Extraktions- 
mittel in der vorliegenden Erfindung genutzt werden. Aus dieser Auswahl stellen Es- 
sigsaure-C,-C 4 -alkyIester t und insbesondere Essigsaureethylester (=» Ethylacetat), 
das bevorzugt zu verwendende Extraktionsmittel der vorliegenden Erfindung dar. 

Bei der im Verfahrensschritt (a) erfindungsgemaB durchgefuhrten Flilssig- 
FIOssig-Extraktion mit einer ausreichenden Menge eines Extraktionsmittels ist das 
Volumenverhaltnis der wassrigen Ausgangsphase zu dem Extraktionsmittel als ntcht 
limitierend im Rahmen dieser Erfindung zu verstehen. Generell wird ein Volumen an 
organischem Losungsmittel eingesetzt, welches dem Volumen der wassrigen Aus- 
gangsphase entspricht, wobei allerdings das Verhaltnis von wassriger zu organi- 
scher Phase in einem Bereich zwischen 10:1 und 1:10 liegen kann. Vorzugsweise 
liegt das Volumenverhaltnis der wassrigen Ausgangsphase zu dem organischen Ex- 
traktionsmittel im Bereich von 5:1 bis 1:3; insbesondere wird ein Volumenverhaltnis 
im Bereich von 2:1 bis i:2als zweckmaGig angesehen. 

Die Durehfuhrung eines soichen' ExtrakOonsprozess ist dem Fachmann aus 
dem Stand der Technik bekannt. Oblicherweise wird eine FIGssig-Flussig-Extraktion 
in einer Apparatur durchgefQhrt, die eine kontinuierliche Durchmischung der wassri- 
gen und der mit Wasser nicht mischbaren, organischen Phase ermoglicht. Bei- 
spielsweise ist eine sogenannte Mixer-Settler-Apparatur, in der die beiden Phasen 
durch Ruhren vermischt werden, fur die DurchfOhrung eines soichen Extraktionspro- 
zess geeignet- 

Grundsatzlich ist die erfindungsgemaB beschriebene Flussig-Flussig- 
Extraktion bei jedem pH-Wert der wassrigen Ausgangsphase durchfuhrbar. In einer 
besonders bevorzugten Variante der erfindungsgemaB beschriebenen Flussig- 
Flusslg-Extraktion wird im Verfahrensschritt (a) zunachst der pH-Wert der wassrigen 
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Ausgangsphase auf einen Wert im Bereich zwischen 4 und 12 eingestellt. Vorzugs- 
weise wird der pH-Wert auf einen Wert Im Bereich von 4,0 bis 7,0, d.h. im schwach 
sauren bis neutralen Bereich eingestellt. Ganz besonders b vorzugt wird der pH- 
Wert auf einen Wert im Bereich von 4,0 bis 6,0, insbesondere im Bereich von 4,7 bis 
5,3, eingestellt. 

Wahrend der Einstellung des pH-Wertes wird die vorgelegte L6sung zweck- 
maBigerweise in einem geniigend groBen. inerten Behalter. wie zum Beispiel in ei- 
nem Edelstahlfass, mit einem ROhrer oder einer vergleichbaren Vorrlchtung durch- 
mischt, urn so eine schnelle und gleichmaBige Einstellung des pH-Wertes zu ge- 
wahrleisten. Zur Einstellung des pH-Wertes kSnnen ubliche Basen oder Sauren ein- 
gesetzt werden. So kann belspielswelse zur Absenkung des pH-Wertes eine der Qb- 
lichen anorganischen oder organischen Sauren, zweckmaBigerweise eine verdunnte 
Saure, eingesetzt werden. Als besonders geeignet Absenkung oder zur Einstellung 
eines pH-Wertes kleiner als 7 hat sich zum Beispiel die Verwendung von verdunnter 
Schwefelsaure, vorzugsweise 1 N Schwefelsaure, verdunnter Essigsaure, verdunnter 
Phosphorsaure oder verdOnnter Salzsaure, vorzugsweise 1 N Salzsaure, herausge- 
stellt. 

Die erfindungsgemaS beschriebene Russig-Flussig-Extraktion erfordert nicht 
die Einstellung einer spezifischen Temperatur, sondem kann in einem breiten Tem- 
peraturbereich, der zwischen 5 e C und dem Siedepunkt des organischen Losungs- 
mittels bzw. maximal 95 fl C liegen kann, durchgefuhrt werden. Vorzugsweise wird die 
erfindungsgemaBe Flussg-Flussig-Extraktion bei Raumtemperatur durchgefQhrt, da 
so der zusatzliche Energiebedarf am geringsten ist. Als Raumtemperatur wird ubli- 
cherweise die Umgebungstemperatur angesehen; beispielsweise wird so eine Tem- 
peratur bezeichnet, die zwischen 10° und 30°C liegt. 

Die Zeitdauer einer solchen Russig-FIQssig-Extraktion wird im Rahmen dieser 
Erfindung als nicht limitierend angesehen und kann zwischen 5 min und mehreren 
Stunden liegen; die Zeitdauer schwankt in Abhangigkeit von der Menge der einge- 
setzten wassrigen Ausgangsphase. Typischerweise werden die wassrige Phase aus 
Verfahrensschritt (a) und das organische Extraktionsmittel fur 5 bis 60 min, vorzugs- 
weise fQr 10 bis 20 min, miteinander vermischt, urn einen mdglichst vollstandigen 
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Ubergang der nicht-konjugierten lipophilen Bestandteile aus der wassrigen in die 
organische Phase zu rzielen. 

Im Anschluss an den Extraktionsschritt durch Durchmischung lasst man das 
Phasengemlsch stehen, urn eine Trennung der Phasen zu erreichen. Die Phasen- 
trennung kann je nach den eingesetzten Volumina einen Zeitraum von 10 min bis zu 
mehreren Stunden einnehmen, vorzugsweise lasst man die Phasen 30 bis 120 min 
stehen. Wenn sich die wassrige Phase und die organische Phase voneinander sepa- 
riert haben, wird die wassrige Phase abgetrennt und zur Weiterverwendung aufge- 
hoben, weihrend die organische Phase verworfen wlrd. 

Der oben beschriebene Verfahrensschritt (a) kann gegebenenfalls wiederholt 
werden; dann schliefct sich erfindungsgemaB ein optionaler Verfahrensschritt (b> an. 
in dem mit der aus dem Verfahrenschritt (a) erhaltenen wassrigen Phase eine er- 
neute FIQssig-Flussig-Extraktion mit einer ausreichenden Menge eines Extraktions- 
mittels, welches ein, fOr die Extraktion von nicht-konjugierten lipophilen Verbindun- 
gen, insbesondere von nicht-konjugierten Flavonoiden, nicht-konjugierten isoflavo- 
noiden, nicht-konjugierten Norisoprenoiden und nicht-konjugierten Steroiden. geeig- 
netes, mit Wasser nicht Oder kaum mischbares polares organisches Losungsmittel 
darstellt, durchgefuhrt wird. 

Fur die Auswahl des Extraktionsmittels und die Art der Durchfuhrung der Ex- 
traktion, d.h., die Verwendung findende Apparatur, die Dauer und die Temperatur 
des Extraktionsprozesses, sollen die oben unter Verfahrensschritt (a) ausgefuhrten 
MSglichkeiten ais exemplarisch gelten. 

In den Verfahrenschritten (a) und (b) konnen erflndungsgemaG in beiden 
Schritten sowohl unterschiedllche Extraktionsmittel als auch das gleiche Extrakti- 
onsmittel verwendet werden. Vorcugsweise wird in beiden Extraktionsschritten das 
gleiche Extraktionsmittel verwendet. Insbesondere soli in beiden Extraktionsschritten 
Essigsaure-C,-C 4 -alkylester, insbesondere aber Essigsaureethylester, als Extrakti- 
onsmittel Verwendung finden. 

Bei der im Verfahrensschritt (b) erfindungsgemafl durchgefuhrten Flussig- 
FIOSsig-Extraktion mit einer ausreichenden Menge eines Extraktionsmittels ist das 
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VolumenverhSItnis der bereits einmal extrahierten, die konjugierten equinen Ostro- 
gene enthaltenden, wassrigen Phase aus Verfahrensschritt (a) zu dem Extraktions- 
mittel als nicht limitierend im Rahmen dieser Erfindung zu verstehen, Generell wird 
ein Volumen an organischem L6sungsmittel eingesetzt, welches deutlich unter dem 
Volumen der aus Verfahrensschritt (a) erhaltenen wassrigen Phase liegt, wobei al- 
lerdings das Verhaltnis von wassriger zu organischer Phase in einem Bereich zwi- 
schen 40:1 und 1:2 liegen kann. Vorzugsweise liegt das Volumenverhaltnis der aus 
Verfahrensschritt (b) erhaltenen wassrigen Phase zu dem organischen Extraktions- 
mittel im Bereich von 20:1 bis 1:1; insbesondere wird ein Volumenverhaltnis im Be- 
reich von 10:1 bis 2:1 als zweckmSRig angesehen. 

Im Anschluss an den Extraktionsschritt durch Durchmischung im Verfahren- 
schritt (b) lasst man das Phasengemisch stehen, urn eine Trennung der Phasen zu 
erreichen. Die Phasentrennung kann einen Zeitraum von 10 min bis zu mehreren 
Stunden einnehmen, vorzugsweise lasst man die Phasen 20 bis 90 min stehen. 
Wenn sich die wassrige Phase und die organische Phase voneinander separiert ha- 
ben, wird die wassrige Phase abgetrennt und zur Weiterverwendung aufgehoben, 
wahrend die organische Phase verworfen wird. 

Nach der Trennung der organischen Phase von der wassrigen Phase wird im 
Verfahrensschritt (c) eine, das naturliche Gemisch konjugierter Ostrogene enthalten- 
de wassrige Phase gewonnen. Diese wassrige Phase enthatt das im PMU auftreten- 
de naturlich Gemisch konjugierter Ostrogene neben einem nur auBerst geringen 
Anteil des, ursprunglich im PMU Oder den aufbererteten PMU-Konzentraten vorhan- 
denen Gehattes an nicht-konjugierten lipophilen Bestandteilen. Gewunschtenfalls 
kann diese wassrige Phase auf an sich bekannte Weise weiter eingeengt werden, 
um ein weitgehend von organischem Losungsmittel befreites p zur Weiterverarbeitung 
geeignetes Konzentrat zu erhalten. So konnen beispielsweise aus der erhaltenen 
wassrigen Phase die noch vorhandenen Reste an organischem Losungsmittel abde- 
stilliert werden. Durch die Destination kann auch der Trockensubstanzgehalt der 
wassrigen Extraktphase auf einen konkreten Wert, vorzugsweise auf einen Trocken- 
substanzgehalt im Bereich zwischen 5 und 15%, insbesondere auf einen Trocken- 
substanzgehalt von 9%, eingestellt werden. Im Anschluss kann zur Stabiiisierung 
des gewonnenen naturlichen Gemisches konjugierter equiner Ostrogene noch der 
pH-Wert der wassrigen Extraktlosung auf einen Wert im alkalisch n Bereich, vor- 
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zugsweise im Ber Ich zwischen 8 und 13, vorzugsweise auf einen Wert zwischen 9 
und 12, eingest lit w rden. Zur Einstellung des pH-Wertes eignen sich Gblicherwelse 
fur die pH-Wert Einstellung Verwendung findende Basen. beispielsweise 1N NaOH. 

Die erfindungsgemaB im Verfahrensschritt (c) gewonnene und gegebenenfalls 
noch wetter aufgearbeitete oder konzentrierte wassrige Phase kann als Ausgangs- 
material fQr die Herstellung von, das naturliche Gemisch koniugierter equiner Ostro- 
gene enthaltenden Arzneimitteln dienen. GewGnschtenfalls kann durch einen geeig- 
neten Trocknungsprozesa wie beispielsweise Spruhtrocknung ein elutionsmittelfreies 
Feststoffgemisch hergesteilt warden. Sofern das naturliche Gemisch konjugierter 
Ostrogene fQr die Herstellung fester Arzneimittel verwendet werden soil, kann es 
zweckmaflig sein, der die konjugierten Ostrogene enthaltenden wassrigen Phase 
einen festen Tragerstoff bereits vor einer Konzentrierung Oder Trocknung zuzumt- 
schen, um auf diese Weise ein die konjugierten Ostrogene und Tragerstoffe enthal- 
tendes Feststoffgemisch zu erhalten. Sowohl die das Ostrogengemisch enthaltende 
wassrige Phase als auch ein daraus hergestelltes Konzentrat oder getrocknetes 
Feststoffprodukt konnen in an sich bekannter Weise in teste oder fiQssige galenische 
Zubereitungen wie beispielsweise Tabletten, Dragees, Kapseln oder Emulsionen 
eingearbeitet werden. Diese gaienischen Zubereitungen konnen nach an sich be- 
kannten Methoden hergesteilt werden unter Verwendung Oblicher fester oder flussi- 
ger Tragerstoffe wie z. B. Starke, Cellulose, Milohzucker oder Talkum oder flussigen 
Paraffinen und/oder unter Verwendung von ubiichen pharmazeutischen Hilfsstoffen, 
beispielsweise Tablettensprengmhteln, Losungsvermittlern Oder Konservierungsmit- 
teln. So kann das die konjugierten Ostrogene enthaltende Produkt mit den pharma- 
zeutischen Trager- und Hilfsstoffen auf an sich bekannte Weise vermischt werden 
und das Gemisch in eine geeignete Dosierungsform Oberfuhrt werden. 

Bei der erfindungsgemaB beschriebenen FIOssig-FIOssig-Extraktion werden 
aus einer wassrigen Ausgangsphase, weiche entweder ein Konzentrat einer Harn- 
flussigkeit, ein, gegebenenfalls durch Filtration vorgereinigtes Harnkonzentrat, eine 
wassrige Losung eines an phenotischen Harninhaltsstoffen bereits abgereicherten 
naturlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dem Ham trachtiger Stuten, Oder 
ein wassriges Konzentrat eines an phenolischen Harninhaltsstoffen bereits abgerei- 
cherten naturlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dem Ham trachtiger 
Stuten darst II n kann, eine Vielzahl nicht-konjugierter lipophller V rbindungen in 
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einem einfachen V rfahren entfemt. Bet den abg trennten nicht-konjugierten !i- 
pophilen Verbindungen handelt es sich insbesondere urn nicht-konjugierte Flavonoi- 
de, nicht-konjugierte Isoflavonoide, nicht«kon)ugiert Norisoprenoide und nicht- 
konjugierte Steroide, hierbei insbesondere um nicht-konjugierte Androstan- und 
nicht-konjugierte Pregnan-Derivate. 

Im Vorgleich zu den klassischen Rtissig-FIOssig-Extraktionsmetboden finden 
hier geringere Volumina organischer Losungsmittel Verwendung, da afs wassrige 
Ausgangsphase stets ein Konzentrat des ursprunglichen PMU eingesetzt wird. Fin- 
det beispielsweise fur die wassrige Ausgangsphase der erfindungsgemaB beschrie- 
benen Flussig-FIQssig-Extraktion ein wassriges Konzentrat Verwendung, welches 
anhand dem in der internationalen Patentanmeldung WO 98/08526 beschriebenen 
Verfahren gewonnen worden ist, werden anstelle von 5000 I PMU nur ca. 35 f Kon- 
zentrat und entsprechend geringe Mengen organischer LSsungsrnittel fOr die Extrak- 
tion eingesetzt. 

Wird fOr die erfindungsgemaBe FIGssig-FlOssig-Extraktion als wassrige Aus- 
gangsphase eine wassrige Losung eines an phenolischen Haminhaltsstoffen bereits 
abgereicherten naturiichen Gemisches konjugierter Gstrogene aus dem Ham trachti- 
ger Stuten oder ein wassriges Konzentrat eines an phenolischen Haminhaltsstoffen 
bereits abgereicherten naturiichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dem Harn 
trachtiger Stuten eingesetzt, zeichnet sich das als Wirkstoff-Extrakt gewonnene, an 
nicht-konjugierten lipophilen Bestandteilen und an phenolischen Harninhaitstoffen 
abgereicherte naturiiche Gemisch konjugierter equiner Ostrogene durch einen deut- 
liche Optimierung der pharmazeutischen Spezifikation aus, wie erfindungsgemaG 
festgesteflt wurde. Insbesondere tritt durch die Flussig-Flussig-Extraktion eine 8 bis 
20%ige Verbesserung des Verhaltnisses der konjugierten equinen Ostrogene zur 
Trockensubstanz auf, ohne dass bei dem Extraktionsverfahren nennenswerte Verlu- 
ste an konjugierten equinen Ostrogenen zu beobachten sind. Damit weist die im 
Verfahrensschritt (c) gewonnene wassrige Phase, welche das natQrliche Gemisch 
konjugierter equiner Ostrogene enthalt, im Vergleich zum Stand der Technik eine 
vorteilhafte Zusammensetzung und einen, bezogen auf die Trockensubstanz erhdh- 
ten Gesamthormongehalt auf. Dadurch wird ein z. B. in bezug auf die Zusammenset- 
zung und den Wirkstoff-Gehalt deutlich verbessertes Qualitatsprodukt erhalten. 
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Es muss als ausgesprochen Oberraschend bez ichnet werden, dass ein ver- 
rneintlich einfaches Verfahren ein r Flussig-FIussig-Extraktion einer wassrigen L6- 
sung od r Konzentrats eines an phenolischen Harninhaltsstoffen abg reicherten 
naturlichen Qemisches konjugierter Ostrogene aus dem, unterschiedliche und wech- 
selnde Mengen nicht-konjugierte lipophiler Bestandteile enthaltenden Harn trachtiger 
Stuien derart zur Quatitatsverbesserung des gewonnenen Wirkstoffextraktes bei- 
trfigt Insbesondere ist es sehr uberraschend, dass der Anteil an nicht-konjugierten 
tipophilen Verbindungen, der in Abhangigkeit vom verwendeten PMU sowohl rnen- 
genmaBig als auch in der Zusammensetzung stark schwanken kann, durch das er- 
findungsgemaBe Verfahren derart sicher verringert werden kann, dass im Verfah- 
rensschritt (c) als wSssrige Phase ein Gemisch naturlicher konjugierter equiner Os- 
trogene erhalten werden kann, welches die hohen Anforderungen an die pharma- 
zeutische Spezifikation, beispielsweise die gemaB der USP oder der Europaischen 
Pharmacopeia auf gestellten Anforderungen, erfullt. 

Weiterhin mu9S als sehr uberraschend angesehen werden, dass bei der 
DurchfQhrung des erfindungsgemaBen Extraktionsverfahrens auch solche nicht- 
konjugierten lipophilen Verbindungen, wie beispielsweise entschaumende Agenzien, 
abgetrennt werden, welche dem PMU zuvor als Hilfsstoffe in vorgeschalteten Verar- 
beitungsschritten, beispielsweise im Rahmen der Konzentratherstellung, zugesetzt 
worden sind. 

Es hat sich beim erfindungsgemaBen Verfahren als weiterer Vorteit herausge- 
stellt, dass die Weiterverarbeitung des gewonnenen extrahierten Konzentrats In 
Form eines an nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen abgereicherten natQrli- 
chen Gemisches konjugierter equiner Ostrogene und seine Oberfuhrung in eine ga- 
lenlsche Form wesentlich vereinfacht und erleichtert wird. Oberraschenderweise 
zeichnet sich der, mit dem erfindungsgemaBen Verfahren gewonnene Wirkstoffex- 
trakt durch ein sehr gutes Trocknungsverhalten und der, nach der Trocknung erhal- 
tene Feststoff durch eine auBerordentlich gute FlieBfahigkeit aus. So lasst sich bei- 
spielsweise das erfindungsgemaB erhaltene, extrahierte Konzentrat deutlich einfa- 
cher auf Tragermaterial auftragen als eine nicht extrahierte Losung. Auch die Ein- 
stellung der Wirkstoffkonzentration wird vereinfacht und reproduzierbar. 
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Das erfindungsgemafle V rfahren bietet, wie vorst hend bereits im D tail be- 
schrieben, eine Reihe von Vorteilen und Verbesserungen g genuber dem Stand d r 
Technik. So ermdglicht die Erfindung die V rwendung auch von wechselnde Mengen 
nicht-konjugierter lipophiler Bestandteile enthaltendem PMU, der beispielsweise ei- 
nen erhdhten Antell an freien Flavonoiden, freien Isoflavonoiden, freien Norisopre- 
noiden Oder freien Steroid-Derivaten, hier insbesondere an freien Androstan- oder 
Pregnan-Steroiden, aufweisen darf, ohne dass einzuhaltende pharmazeutische Spe- 
zifikatlonen gefahrdet werden. Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren kann eine 
gleichmaBige Zusammensetzung einzelner Extraktchargen gewahrleistet werden, da 
die nicht-konjugierten lipophflen Bestandteile, deren Qehalt und Zusammensetzung 
im PMU in Abhangigkeit von der Art der aufgenommenen Nahrung der trachtigen 
Stuten variieren kann f stets eliminiert werden und damit die erhaltenen Extrakte alle 
elnen vergleichbaren Gehalt konjugierter equiner Ostrogene bezogen auf die Trok- 
kensubstanz aufweisen. Weiterhin wrrd durch die mit dem erfindungsgemaBen Ver- 
fahren erzielte.Abtrennung der nicht-konjugierten lipophilen Bestandteile eine hohere 
Konzentration der Wirksubstanzen, d.h. der konjugierten equinen Ostrogene, im er- 
haltenen Extrakt erreicht. Das erfindungsgemafce Verfahren weist zusatzlich auch 
wirtschaftliche Vorteile auf, da dfe Gefahr, wertvolle Wirkstoffe bei Nichteinhaltung 
der pharmazeutischen Spezifikation zu verlieren, beispielsweise bei nicht ausrei- 
chenden Gehalten konjugierter Ostrogene bezogen auf die Trockensubstanz, deut- 
lich vermindert ist Weiterhin wird durch die Anwendung des erfindungsgemaB be- 
schriebenen Verfahrens eine wesentlich genauere und reproduzierbarere Einstellung 
des Wirkstoffgehaltes des erhaltenen Extraktes ermoglicht Das erfrndungsgemSSe 
Verfahren liefert eine qualitatsverbesserte Wirkstoffkomponente mit elnem auf den 
Trockensubstanz-Gehalt bezogenen erhdhtem Hormongehalt. Diese Wirkstoffkom- 
ponente eignet sich hervorragend fur die Herstellung von Pharmazeutika, die als 
Wirkstoff ein Gemisch natQrlicher konjugierter equiner Ostrogene enthalten. 

Die nachfolgenden Beispiele sollen dfe Erfindung naher eriautern, ohne je- 
doch ihren Umfang zu beschranken. 
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Beisoiele 

In nachfolgenden Beisplelen wird eine allgemeine Aifceitsvorschrift zur Ge- 
winnung von Wirkstoff-Extrakten aus PMU angegeben, die das natGrliche Gemisch 
der im PMU enthaltenen konjugierten Ostrogene enthatten und an nicht-konjugierten 
lipophilen Verbindungen, wie beispielsweise nicht-konjugierte Flavonoide, nicht- 
konjugierte Isoflavonoide, nicht-konjugierte Norisoprenoide, nicht-konjugierte Steroi- 
de. insbesondere Androstan- und Pregnan-Steroide, und vergleichbare nicht- 
konjugierte Verbindungen, weitgehend abgereichert sind. Es wird gezeigt, wie sieh 
erfindungsgemaG auch aus PMU. der wechselnde bzw. erhdhte Anteile an nicht- 
konjugierten lipophilen Verbindungen aufweisen kann, ein Qualitatsextrakt mit hohen 
Wirkstoffgehalten gewinnen lasst. 

Extraktion eines wassrigen Konzentrates elnes an phenolischen Haminhalts- 
stoffen bereits abgereicherten naturlichen Gemisches konjugierter Ostrogene 
aus dem Ham trachtiger Stuten 

Als wassrige Ausgangsphase finden 35,3 kg (Beispiel 1) bzw. 26,7 kg (Bei- 
spiel 2) wassriges Konzentrat eines an phenolischen Harninhaltsstoffen bereits ab- 
gereicherten natiirlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dem Harn trachtiger 
Stuten Verwendung, welche mit Hilfe des in der intemationalen Patentanmeldung 
WO 98/08526 beschriebenen Verfahrens aus ca. 5000 I PMU hergestellt wurden 
(Trockensubstanzgehalt (= TS) und auch mittels HPLC und GC bestimmte Gehalte 
an konjugierten Ostrogenen, beispielswelse Estronsulfatsalz, und nicht-konjugierten 
lipophilen Verbindungen, beispielsweise Formononetin, sind in der nachfolgenden 
Beispieltabeile fur verschiedene Chargen an eingesetztem wassrigen Konzentrat 
dargestellt). Dieses wassrige Konzentrat wird im Edelstahlfass mit Hilfe eines Ruh- 
rers durchmtscht. wahrend der pH-Wert mit 1N H 2 S0 4 auf einen Wert von circa 5,0 
eingestellt wird. Die erhaltene L6sung wird in einer Mixer-Settler Apparatur im Ver- 
haltnis 10:8 wassrige Phase zu organischer Phase mit Essigsaureethylester (EE - 
Mengenangaben sieh folgende Beispieltabeile) versetzt und circa 15 min stark ge- 
ruhrt. Danach lasst man das Gemisch zur Trennung der Phasen ca. 90 min stehen. 
Im Anschluss werden die Phasen getrennt und die wassrige Phase wird erneut im 
Verhaltnis 10:2 wassrige Phase zu organischer Phase mit Essigsaureethylester (EE 
- Mengenangaben sieh folgende Beispieltabeile) v rsetzt und 15 min geruhrt. Nach 
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der Extraklion lasst man das Gemisch zur Phasentrennung circa 30 min stehen. 
Nach d r Abtrennung der organischen Phase wird die wassrige Phase in einen Re- 
aktionskessel ubergefuhrt. Aus der wassrigen Phase werden unter Normaldruck 
noch vorhandene Reste an Essigsaureethylester abdestilliert. Durch die Destination 
wird der Trockensubstanzgehalt auf ca. 9% eingestellt. Im Anschluss wird der pH- 
Wert der Losung durch Zugabe von IN NaOH auf circa 9,0 eingestellt Der Gehalt 
der so erhaltenen wassrigen Extraktphase an konjugierten Ostrogenen wird mittels 
HPLC und GC Analysen CiberprGft (Trockensubstanzgehalt (= TS) und auch mittels 
HPLC und GC bestimmte Gehalte an konjugierten Ostrogenen, beispielsweise 
Estronsulfatsalz, und nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen, beispielsweise 
Formononetin, sind in der nachfolgenden Beispieltabelle fQr verschiedene Chargen 
an eingesetztem wassrigen Konzentrat dargestellt). Das Verhaltnis der einzelnen 
Hormonbestandteile zueinander, d.h. der relative Anteil von Estronsulfat, Equilinsul- 
fat und 17-aipha-DH-Equilinsulaft im Gemisch konjugierter Ostrogene, kann in den 
einzelnen Chargen aufgrund der natOrlichen Schwankungen im PMU variieren. 
Durch gezieltes Mischen einzelner Chargen miteinander kann das gewunschte Ver- 
haltnis der einzelnen Hormonbestandteile zueinander eingestellt werden. 





Beispiel 1 


Beispiel 2 J 


Gehalt Menge Gew.% 
[mg/g] [g] ts 


Gehalt Menge Gew.%1 
[mg/g] [g] TS 


Trockensubstanz (Gew. %) 
Konjugierte Ostrogene (gesamt) 
j Estronsulfat 
Equilinsulfat 

17-alpha-DH-Equilinsulfat 
Formononetin 


35,300 

(9,8) 3.495 

26,2 924 28,7 

12,2 431 12,4 
9,3 328 9,5 
4,7 166 4,8 

0.17 5.9 0.17 


26.700 
(9,4) 2.510 

25.8 688 27,4 

16.9 452 18,0 
5,8 156 6,2 
3,0 80 3,2 

0.32 8.4 0,34 


1-_EE-Extraktion (Essigesteri 


25.400 


19.400 




6.400 


4.900 


2> EE " EXtrakt ' Qnf ^^^^^^^ 

Trockensubstanz (Gew,%) 
Konjugierte Ostrogene (gesamt) 

Estronsulfat 

Equilinsulfat 

17-alpha-DH-Equilinsulfat 
Formononetin 


34.000 
(8,9) 3.026 

26.3 896 29,6 

12.4 420 13,9 
9,3 317 10,5 
4,6 158 . . 5,2 

0 0 0 


23.500 
(8,9) 2.092 
27,9 656 31,4 
18,5 434 . 20,8 
6,3 147 7,0 
3,2 75 3,6 
0 0 n 



Dieses Extrafctionsverfahrens kann in anatoger Weise durchgefuhrt werden, 
w nn anstelie des wassrig Konzentrat eines an phenolisch n Harninhaltsstoff n 
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bereits abgereicherten naturlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dern Harn 
trachtiger Stuten als wassrige Ausgangsphase ntweder ein Konzentrat einer Harn- 
flussigkeit, ein, gegeb nenfalls durch Filtration vorgereinigtes Harnkonzentrat, oder 
eine wassrige Losung ernes an phenolischen Harninhaltsstoffen bereits abgerei- 
cherten naturlichen Gemisches konjugierter Ostrogene aus dem Harn trachtiger 
Stuten, als wSssrige Ausgangsphase eingesetzt wird. 
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Patentanspruche 

1. Verfahren zur Gewinnung eines naturlichen Gernisches konjugierter equi- 
ner Ostrogene, dadurch gekennzeichnet, dass das gewonnene Gemisch abgerei- 
chert ist an nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen aus der Gruppe umfassend 
nicht-konjugierte Flavonoide, nicht-konjugierte Isoflavonolde, nicht-konjugierte Nori- 
soprenoide, nicht-konjugierte Steroide, insbesondere Androstan- und Pregnan- 
Steroide, und vergleichbare nicht-konjugierte Verbindungen, und dass das Verfahren 
sich dadurch auszeichnet, dass man 

a) eine wassrige Ausgangsphase ausgewahlt aus der Gruppe umfassend 

(i) ein Konzentrat einer Harnflussigkeit, 

(a) ein, gegebenenfalls durch Filtration vorgereinigtes Harn konzentrat, 

(iii) eine wassrige Losung eines an phenolischen Haminhaltsstoffen be- 
reits abgereicherten naturlichen Gernisches konjugierter Ostrogene 
aus dem Harn trachtiger Stuten, und 

(iv) ein wassriges Konzentrat eines an phenolischen Haminhaltsstoffen 
bereits abgereicherten naturlichen Gernisches konjugierter Ostroge- 
ne aus dem Harn trachtiger Stuten, 

einer Flussig-Flussig Extraktion mit einer ausreichenden Menge eines Ex- 
traktionsmittels unterwirft, welches ein, fur die Extraktion von nicht- 
konjugierten lipophilen Verbindungen aus oben angegebener Gruppe ge- 
eignetes T mit Wasser nicht oder kaum mischbares polares organisches L6- 
sungsmittel darstellt, und im Anschluss die wassrige Phase abtrennt, und 

b) gegebenenfalls mit der erhaltenen wassrigen Phase den Verfahrensschritt 
(a) wiederholt, und 

c) eine, das naturliche Gemisch konjugierter Ostrogene enthaltende wassrige 
Phase gewinnt und diese gegebenenfalls einengt, 

2. Verfahren nach Anspruch 1, worm im Verfahrensschritt (a) als wassrige 
Ausgangsphase eine wassrige Losung (iii) eines an phenolischen Haminhaltsstoffen 
bereits abgereicherten naturlichen Gernisches konjugierter Ostrogene aus dem Harn 
trachtiger Stuten, Oder ein wassriges Konzentrat (iv) eines an phenolischen Hamin- 
haltsstoffen bereits abgereicherten naturlichen Gernisches konjugierter Ostrogene 
aus dem Harn trachtiger Stuten verwend t wird. 
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3. Ein Verfahren nach ein m der vorherig n AnsprQche, worin das Extrakth 
onsmittel ausgewahlt ist aus d r Gruppe best hend aus geradkettigen, verzw igten 
oder zyklischen C*-Ci 0 Alkoholen, C 2 -C 10 veresterten Sauren, C3-C 10 Aldehyden, C*- 
Ci 0 Ketonen, C 2 -C 10 Ethern, C 9 -C 6 Nitrilen, C*-C 3 Alkenen, C2-C4 Alkanen und d-C 3 
Halogenalkanen, und Mischungen der vorgenannten Ldsungsmittel. 

4. Ein Verfahren nach Anspruch 3, worin das Extraktionsmittel ausgewahlt ist 
aus der Gruppe bestehend aus Essigsaure-Ci-C 4 -alky!ester, Hexanol. Diethylether, 
Methytenchlorid, Methyl-tertiar-butylether und Mischungen der vorgenannten Ld- 
sungsmittel. 

5. Ein Verfahren nach Anspruch 4, worin das Extraktionsmittel Essigsaure-d- 
Cd-alkylester, vorzugsweise Essigsaureethylester, ist. 

6. Ein Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 5, worin im Verfahrens- 
schritt (a) die wassrige Ausgangsphase auf einen pH-Wert im Bereich zwischen 4 
und 12 eingestellt ist. 

7. Ein Verfahren nach Anspruch 6, worin der pH-Wert im Bereich von 4,0 bis 
7,0, insbesondere im Bereich von 4,0 bis 6,0, und vorzugsweise im Bereich von 4,7 
bis 5,3, eingestellt ist 

8. Ein Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 7, worin im Verfahrens- 
9chritt (a) das Volumenverhaltnis der wassrigen Ausgangsphase zu dem Extrakti- 
onsmittel im Bereich von 5:1 bis 1:3, vorzugsweise im Bereich von 2:1 bis 1:2, liegt. 

9. Ein Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 8, worin im Verfahrens- 
schritt (b) das Volumenverhaltnis der aus Verfahrensschritt (a) erhaltenen wassrigen 
Phase zu dem Extraktionsmittel im Bereich von 20:1 bis 1:1, vorzugsweise im Be- 
reich von 10:1 zu 2:1, liegt. 
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Zusammenfassung 



Es wird ein Verfahren zur Gewinnung eines, das naturliche Gemisch konjugierter 
equiner Ostrogene enthaltenden Extraktes durch Hussig-RQssig-Extraktion des Ge- 
misches konjugierter equiner Ostrogene beschrieben, wobei das gewonnene Ge- 
misch abgereichert ist an nicht-konjugierten lipophilen Verbindungen aus der Gruppe 
umfassend nicht-konjugjerte Flavonoide, nicht-konjugierte Isoflavonoide, nlcht- 
konjugierte Norisoprenotde. nicht-konjugierte Steroide, insbesondere Androstan- und 
Pregnan-Steroide, und vergJeichbare nicht-konjugierte Verbindungen. 



